Suitable Conditions of Electrical Stimulation on Proliferation and Differentiation of C_2C_(12) Cells by 刘永 & 胡荣
第 38 卷 第 7 期 北 京 体 育 大 学 学 报 Vol. 38 No. 7
2015 年 7 月 Journal of Beijing Sport University Jul. 2016
投稿日期: 2014 － 10 － 29
基金项目: 教育部博士点基金课题(项目编号:20121112120007);北京高校青年英才计划(编号:YETP1246)。
作者简介: 刘永，讲师，博士，研究方向运动性疾病的发生机制。
C2 C12 细胞增殖与分化的适宜电刺激条件研究
刘 永
1，胡 荣2
(1. 北京体育大学运动解剖学教研室，北京 100084;
2. 厦门大学医学院基础医学部，福建 厦门 361102)
摘 要: 目的:旨在通过检测电刺激干预骨骼肌卫星细胞(C2C12)后细胞活性与肌球蛋白重链的表达，阐明
骨骼肌卫星细胞增殖与分化的适宜条件，为临床治疗体育运动造成的骨骼肌损伤提供新的思路。方法:C-
Pace EP 电刺激仪按不同电压、频率、刺激时间、脉冲时间条件施加刺激，MTT 法检测细胞活性，Western blot
法检测 MYH 蛋白含量。结果:1)与对照组相比，电压≤10 V、刺激时间≤150 min、频率≤5. 0 Hz、2 ms≤脉
冲时间≤4 ms 时，各实验组吸光度无统计学差异。2) 对照组 MYH 蛋白含量均较低，5V、10V、15V 组 MYH
蛋白含量均上升，其中 5V 组增加最显著;45 min、90 min、180 min 组细胞内 MYH 蛋白含量均增加明显，其
中 180 min 组 MYH 含量最高;1 Hz、7. 5 Hz、15 Hz 组 MYH 蛋白含量均明显增加，其中 1 Hz 组增加最显
著;，1 ms 组和 2 ms 组 C2C12细胞内 MYH 蛋白含量有明显的上升，2 ms 组增加最显著，16 ms 组 MYH 无明
显变化。结论:电刺激 C2C12细胞时，其条件以电压≤10 V、刺激时间≤150 min、频率≤5. 0 Hz、2 ms≤脉冲
时间≤4 ms 为宜，细胞活性不受明显影响。适宜的电刺激能够促进 C2C12 细胞的分化，其适宜条件分别为
电压 5V、刺激时间 180 min、频率 1Hz、脉冲时间 2 ms。
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Suitable Conditions of Electrical Stimulation on Proliferation and Differentiation of C2C12 Cells
LIU Yong1，HU Ｒong2
(1. Beijing Sport University，Beijing 100084，China;2. Basic Medical College，Medical
College Xiamen University，Xiamen 361102，Fujian China)
Abstract:Objective:This study aimed at describing the suitable condition of electrical stimulation on proliferation
and differentiation of skeletal muscle satellite cells(C2C12 ) by exploring the activity and myosin heavy chain ex-
pression after electrical stimulation，and aimed to provide new therapy idea of skeletal muscle injury caused by ex-
ercise. Methods:C2C12 cell was cultured and stimulated by C-Pace EP according to different voltage，time，frequen-
cy and pulse duration. Cell activity of C2C12 cell was determined by MTT method，and the protein content of MYH
in C2C12 cell was detected by Western blot. Ｒesult:1)Comparing with the control，when voltage ≤ 10 V，time ≤
150 min，frequency ≤ 5. 0 Hz，2 ms ≤ pulse duration ≤ 4 ms，there was no statistical difference of absorbance in
experiment groups. 2)The protein level of MYH in cells was low in control，but it increased notably after electrical
stimulation in 5V，10V and 15V groups，and it in 5V group increased the most;MYH protein increased obviously in
45 min，90 min，180 min groups，and it in 180 min group was the highest one;MYH protein increased obviously in
1 Hz，7. 5 Hz，15 Hz groups，and it in 1 Hz group increased the most;MYH protein increased obviously in 1 ms and
2 ms groups，and it in 2 ms group increased the most，but it didn't change in 16 ms group. Conclusions:The suit-
able condition of electrical stimulation on C2C12 cells is voltage ≤ 10 V，time ≤ 150 min，frequency ≤ 5. 0 Hz，2
ms ≤ Duration ≤ 4 ms. The appropriate electrical stimulation，voltage:5V，time:180 min，frequency:1Hz，dura-
tion:2 ms，could promote the differentiation of C2C12 cells.
Keywords:C2C12;electrical stimulation;differentiation;proliferation;sports injury;muscle injury
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体育运动实践的过程中，包括大众健身与竞技体
育各领域，骨骼肌损伤是常见的运动损伤。经典的运
动医学观点认为，骨骼肌属于再生能力较弱的组织，
运动中的骨骼肌损伤，如肌肉拉伤，其修复过程主要
依靠肉芽组织修复，进而形成瘢痕组织，瘢痕组织不
具备骨骼肌的功能，即收缩产生动力牵动骨绕关节活
动而产生运动，拉伸能力也大大减弱，势必影响个体
的运动能力和运动成绩的提高。
骨骼肌卫星细胞是存在于骨骼肌肌膜和基底膜
之间的单个核细胞，被广泛认为是一种具有一定自我
更新能力、已发生某种程度定向分化的成体组织内的
专能干细胞，在组织工程和运动损伤后康复领域有着
良好的应用前景
［1 － 2］。体外培养小鼠骨骼肌卫星细胞
(C2C12)的研 究 中 发 现，其 具 有 易 培 养、标 准 化 程 度
高、可控性强等优点，是常用的细胞模型之一，尤其在
体外电刺激干预方面有着广泛的应用。电刺激是一
种常用的实验方法，安全有效、简便易行，前人研究发
现，利用电刺激方法可改变细胞内增殖、抗氧化能力、
分化、基因表达等［3 － 5］。但对骨骼肌卫星细胞施加电
刺激时所用电压、频率、刺激时间和脉冲时间等电刺
激条件并无详细阐述，在不同条件下对细胞分化的影
响也无清楚说明。
作者通过电刺激仪产生的脉冲刺激体外培养的
C2C12细胞，检测电刺激条件改变对 C2C12 细胞活性的
影响，探索体外电刺激干预的适宜条件，并观察不同
条件电刺激对细胞分化的影响，为下一步深入开展体
外电刺激干预骨骼肌卫星细胞方面的研究和为运动
性骨骼肌损伤的康复研究奠定实践基础。
1 材料与方法
1. 1 试剂与仪器 DMEM 高糖细胞培养基(Gibco 公
司)，兔抗小鼠 MYH 一抗(Santa 公司)，山羊抗兔 HＲP
二抗、胰蛋白酶、四唑盐 MTT(鼎国生物公司)，BCA 蛋
白含量试剂、ECL 发光试剂(普利莱公司)，青 /链霉素
(Amresco 公司)，二甲基亚 砜 DMEM、胎 牛 血 清 FBS
(四季青公司)，培养瓶( 皿)、枪头、孔板(Corning 公
司)。CO2 培养箱(SANYO 公司)，C-Pace EP 细胞电
刺激仪( Ion Optix 公司)，酶标仪(BIO-ＲAD 公司)。
1. 2 C2C12 细 胞 培 养 小 鼠 骨 骼 肌 卫 星 细 胞 系
(C2C12)购自中国协和医科大学细胞中心，高糖 DMEM
培养基(10% FBS)，CO2 培养箱饱和湿度(37 ℃、5%
CO2)孵育培养细胞至 ～ 80% 融合度时，以胰蛋白酶
(0. 25% )消化细胞并吹打为细胞悬液，细胞密度 2 ×
105 /mL 传入新培养瓶，培养过程密切注意观察。
1. 3 电刺激方法与分组 C-Pace EP 电刺激仪刺激
C2C12细胞，按 照 不 同 实 验 条 件 进 行: 电 压 ( control、
5. 0、7. 5、10. 0、12. 5、15. 0、20. 0、30. 0、40. 0 V);刺激
时间( control、15、30、45、60、90、120、150、180 min);频
率( control、0. 5、1. 0、2. 5、5. 0、7. 5、10. 0、15. 0、20. 0
Hz);脉 冲 时 间 ( control、0. 6、1. 0、1. 4、2. 0、4. 0、8. 0、
16. 0、24. 0 ms)。电刺激后加入 MTT 进行细胞活性检
测(详见 1. 4)。
按上述电刺激条件完成细胞活性检测后，选取代
表性电压、频率、刺激时间和脉冲时间进行电刺激。
电压:control、5. 0、10. 0、15 V;频率:control、1. 0、7. 5、
15. 0 Hz;刺激时间:control、45、90、180 min;脉冲时间:
control、1、2、16 ms。电刺激后提取细胞冷冻保存，后
续通过 Western blot 法检测细胞内 MYH 蛋白含量。
1. 4 细胞活性检测 MTT 即四唑盐，3 － (4，5 － 二甲
基噻唑 － 2) － 2，5 － 二苯基四氮唑溴盐，MTT 在进入
活细胞后会被线粒体内的琥珀酸脱氢酶还原，形成沉
积于细胞内不溶性的蓝紫色结晶物-甲瓒，后者可被
DMSO 溶解，通过酶标仪检测其吸光度值即可间接反
映细胞活性，检测波长设置为 490 nm。各实验组细胞
电刺激后加入 MTT，于细胞培养箱孵育 4 h，之后弃去
培养液，加入 DMSO 溶解贴壁培养的细胞( 呈现蓝紫
色)，上样检测其吸光度值。
1. 5 Western blot 实验 提取细胞蛋白并检测蛋白
浓度，10% 聚丙烯酰胺凝胶上样进行电泳，PVDF 转
膜，利用含 5% 脱脂牛奶的 TBST( 含 0. 05% Tween-20
的 Tris-缓冲液)室温封闭 1 h。兔抗小鼠多克隆抗体
MYH(1∶ 1 000)4 °C 孵育过夜，TBST 振荡冲洗 15 min
× 3，山羊抗兔二抗(1∶ 2 000) 孵育 3 h。TBST 重复振
荡冲洗 15 min × 3，ECL(enhanced chemi-luminescence)
处理，暗室显影并照相。
1. 6 统计分析 利用 SPSS17. 0 统计分析软件完成
实验数据处理，实验数据均表示为平均值 ± 标准差( 珋x
± s)，采用单因素方差分析组间数据，P ＜ 0. 05 为差
异具有统计学意义。
2 结 果
2. 1 不同电刺激条件对 C2C12细胞活性的影响
2. 1. 1 适宜的电压条件 MTT 法检测不同电压(0 ～
40. 0 V)刺激后 C2C12 细胞吸光度结果如表 1 所示。随
着电压升高，C2C12细胞的吸光度逐渐降低，表明随着电
刺激电压的升高，细胞增殖受到抑制，与对照组相比，电
刺激电压≥12. 5 V，差别具有统计学意义(P ＜0. 05)。
2. 1. 2 适宜的刺激时间条件 不同刺激时间 (0 ～
180 min)处理后 C2C12 细胞吸光度由 MTT 法检测( 表
1)。随着电刺激时间增加，C2C12细胞的吸光度值逐渐
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降低，表明电刺激随着时间延长，细胞增殖亦受到抑
制，与对照组相比，电刺激时间≥180 min，差别具有统
计学意义(P ＜ 0. 05)。
2. 1. 3 适宜的频率刺激条件 MTT 法检测不同频率
(0 ～ 20. 0 Hz)处理 C2C12 细胞吸光度( 表 2)。随着刺
激频率的增加，在所检测频率范围内进行电刺激对细
胞吸光度活性有着不同的影响，频率≤5. 0 Hz 时，随
着频率增加，细胞吸光度亦呈上升态势，但与对照组
比较无明显改变，频率≥7. 5 Hz 时，与对照组比较细
胞吸光度有着明显的升高，差别具有统计学意义(P ＜
0. 05)，且随频率的升高，这种促进作用逐渐减弱。这
表明不同频率干预后，随着频率的升高，其对 C2C12 细
胞活性的影响呈单峰型。
表 1 不同电压、不同刺激时间干预后 MTT 吸光度
Table 1 MTT Absorbance After Different Voltage and
Different Time Stimulations
电压 /V 吸光度 刺激时间 /min 吸光度
Control 1. 085 ± 0. 027 Control 1. 538 ± 0. 030
5. 0 1. 078 ± 0. 041 15 1. 525 ± 0. 036
7. 5 1. 051 ± 0. 014 30 1. 545 ± 0. 058
10. 0 1. 050 ± 0. 055 45 1. 556 ± 0. 049
12. 5 1. 036 ± 0. 053* 60 1. 526 ± 0. 018
15. 0 1. 032 ± 0. 048* 90 1. 508 ± 0. 038
20. 0 1. 028 ± 0. 040* 120 1. 507 ± 0. 054
30. 0 0. 907 ± 0. 036* 150 1. 506 ± 0. 039
40. 0 0. 866 ± 0. 061* 180 1. 491 ± 0. 030*
* 与对照组比较，差别具有统计学意义(P ＜0. 05)，n =8。
2. 1. 4 适宜的脉冲时间条件 不同电刺激脉冲时间
(0 ～ 24. 0 ms)处理后 C2C12细胞吸光度通过 MTT 法检
测(表 2)。电刺激脉冲时间对 C2C12 细胞吸光度的影
响呈双峰型，与对照组相比，0. 6 ms≤电刺激脉冲时间
≤1. 4 ms，8. 0 ms≤电刺激脉冲时间≤16. 0 ms，差别
具有统计学意义(P ＜ 0. 05)。
表 2 不同频率、不同脉冲时间干预后 MTT 吸光度
Table 2 MTT Absorbance After Different Frequency and
Different Pulse Duration Stimulations
频率 /Hz 吸光度 脉冲时间 /ms 吸光度
Control 0. 900 ± 0. 033 Control 0. 853 ± 0. 031
0. 5 0. 920 ± 0. 077 0. 6 0. 917 ± 0. 010*
1. 0 0. 921 ± 0. 040 1. 0 0. 919 ± 0. 039*
2. 5 0. 949 ± 0. 033 1. 4 0. 959 ± 0. 045*
5. 0 0. 950 ± 0. 020 2. 0 0. 867 ± 0. 011
7. 5 1. 038 ± 0. 109* 4. 0 0. 854 ± 0. 054
10. 0 1. 026 ± 0. 115* 8. 0 0. 897 ± 0. 007*
15. 0 0. 993 ± 0. 019* 16. 0 0. 893 ± 0. 046*
20. 0 0. 991 ± 0. 037* 24. 0 0. 852 ± 0. 030
* 与对照组比较，差别具有统计学意义(P ＜0. 05)，n =8。
2. 2 不同电刺激条件对细胞内 MYH 蛋白含量的影响
2. 2. 1 C2C12细胞分化的适宜电压条件 其他条件设
定为频率1 Hz、刺激时间45 min、脉冲时间2 ms。如图1
所示，对照组 C2C12细胞内 MYH 蛋白含量较低，施加电
刺激后，各实验组细胞内 MYH 蛋白含量均有明显增加，
其中以 5 V 组蛋白含量增加最显著。这表明自然培养
条件下(对照组)C2C12 细胞的分化水平很低，适度的电
刺激可促进 C2C12 细胞向骨骼肌细胞的分化，5 V 组诱
导 C2C12细胞分化的促进效应最为显著。
图 1 电压对 C2C12细胞 MYH 含量的影响
Figure 1 Effect of Voltage on MYH Content in C2C12 Cells
2. 2. 2 C2C12细胞分化的适宜刺激时间条件 其他条
件设定为电压 5 V、频率 1 Hz、脉冲时间 2 ms。如图 2
所示，对照组 C2C12 细胞内 MYH 含量较低，电刺激后
各实验组内细胞内 MYH 蛋白含量均增加明显，各组
间差别不大，其中以 180 min 组 MYH 含量最明显。这
也表明适度的电刺激可促进 C2C12 分化，在所检测范
围内，随着电刺激时间的加长，C2C12 细胞分化的促进
效应有逐渐增加的趋势，但增加的幅度有限。
图 2 刺激时间对 C2C12细胞 MYH 含量的影响
Figure 2 Effect of Stimulation Time on MYH Content in C2C12 Cells
2. 2. 3 C2C12细胞分化的适宜频率条件 其他条件设
定为电压 5 V、刺激时间 45 min、脉冲时间 2 ms。如图
3 所示，对照组 C2C12细胞内 MYH 蛋白含量较低，进行
电刺激后，各实验组细胞内 MYH 蛋白含量均有明显
增加，其中以 1 Hz 组蛋白含量增加最显著。这表明自
然培养条件下( 对照组)C2C12 细胞的分化水平很低，
适度的电刺激可促进 C2C12 细胞向骨骼肌细胞的分
化，1 Hz 组诱导 C2C12细胞分化的促进效应最为显著。
图 3 频率对 C2C12细胞 MYH 含量的影响
Figure 3 Effect of Frequency on MYH Content in C2C12 Cells
2. 2. 4 不同脉冲时间电刺激对 C2C12 细胞 MYH 含量
的影响 其他条件设定为电压 5 V、频率 1 Hz、刺激时
间 45 min。如图 4 所示，与对照组相比，1 ms 组和2 ms
组 C2C12细胞内 MYH 蛋白含量有明显的增加，16 ms
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组 MYH 蛋白含量无明显变化。这表明低脉冲时间的
电刺激可促进 C2C12 细胞向骨骼肌细胞的分化，过大
的脉冲时间则对细胞的分化不具有显著影响。
图 4 脉冲时间对 C2C12细胞 MYH 含量的影响
Figure 4 Effect of Pulse Duration on MYH Content in C2C12 Cells
3 讨 论
3. 1 C2C12 细胞增殖的适宜电刺激条件 在运动科
学研究领域，体外培养细胞进行体外干预是其新兴发
展方向之一
［5 － 6］，利用电刺激仪发出脉冲信号模拟神
经冲动诱导收缩是重要的干预的手段。本研究旨在
探索 C2C12细胞体外电刺激促进骨骼肌卫星增殖与分
化的适宜条件，对阐明电刺激对体外培养骨骼肌卫星
细胞增殖的影响，有助于后续推动干预后机制研究，
对于促进骨骼肌功能研究微观化是一种积极有益的
探索。
离体培养 C2C12 细胞后进行电刺激干预，通过改
变施加电刺激的电压、刺激时间、频率、脉冲时间，分
别观察其对细胞活性的影响，以确定细胞体外培养时
适宜的电刺激干预条件。本研究结果发现，随着电压
升高，C2C12细胞增殖受到抑制，细胞活性逐渐降低，与
对照组相比，电压≥12. 5 V 细胞活性有了明显下降，
表明≤10 V 为适宜的刺激电压。电刺激时间升高能
够抑制 C2C12细胞的增殖，与对照组相比，电刺激电压
≥180 min，细胞活性有明显的下降，这表明≤150 min
为适宜的刺激时间。在所检测频率范围内，当频率≥
7. 5 Hz 时，4 个实验组细胞活性均明显高于对照组，差
别具有统计学意义，且随频率的升高，这种促进作用
逐渐减弱，表明≤5. 0 Hz 为刺激 C2C12 细胞的适宜频
率。电刺激脉冲时间对 C2C12 细胞活性的影响呈双峰
型，与对照组相比，0. 6 ms≤脉冲时间≤1. 4 ms，8. 0
ms≤脉冲时间≤16. 0 ms 两个脉冲时间段内，细胞活
性有明显改变，表明脉冲时间以 2 ～ 4 ms 为宜。细胞
增殖的适宜电刺激条件确定对深入研究细胞分化、凋
亡、抗氧化等领域研究具有辅助意义，将有助于后续
研究工作的开展。
3. 2 C2C12 细胞分化的适宜电刺激条件 在正常条
件下，骨骼肌组织中未分化的骨骼肌卫星细胞，一般
处于静息状态，在各种原因造成的骨骼肌组织损伤
后，其能够很快游离出来，增生并融合，进而参与骨骼
肌的损伤后修复，并在适当条件下分化成有收缩能力
的骨骼肌细胞
［7 － 8］。在目前运动科学领域骨骼肌研究
过程中，骨骼肌卫星细胞被认为在出生后骨骼肌的损
伤、修复和维持中起着重要作用，已作为基因治疗、细
胞治疗的种子细胞之一。对其具体激活机制有研究
认为:静止期的卫星细胞一旦被激活，MyoD 的表达便
迅速上调，随后共表达多种细胞因子，接着细胞进入
分裂期开始表达增殖细胞核抗原(PCNA)，随着 Myo-
genin 的表达，细胞进入生肌分化阶段，最后骨骼肌结
构基因 Actin 和 MyHC 的表达，标志着生肌分化进入
最后时期
［8 － 10］。电刺激作为体外培养骨骼肌卫星细
胞的常用干预手段，其对细胞分化的具体影响尚不清
楚。因此，本实验通过 Western blot 的方法检测了细胞
分化的早期蛋白 MYH，以期观察不同条件下电刺激对
细胞分化的影响。
本研究结果显示:自然培养条件下 C2C12 细胞的
分化水平很低，适度的电刺激可促进 C2C12 细胞向骨
骼肌细胞的分化，5 V 组诱导 C2C12 细胞分化的促进效
应最为显著;自然培养条件下( 对照组)C2C12 细胞的
分化水平很低，适度的电刺激可促进 C2C12 细胞向骨
骼肌细胞的分化，1 Hz 组诱导 C2C12 细胞分化的促进
效应最为显著;适度的电刺激可促进 C2C12 细胞的分
化，在所检测范围内，随着电刺激时间的加长，C2C12 细
胞分化的促进效应有逐渐增加的趋势，但增加的幅度
有限;低脉冲时间的电刺激可促进 C2C12 细胞向骨骼
肌细胞的分化，过大的脉冲时间则对细胞的分化不具
有显著影响。
3. 3 运动科学领域中的研究意义 骨骼肌卫星细胞
是骨骼肌内的一种干细胞，从其发现距今已逾半个世
纪。大量研究已经证实，其在骨骼肌生长发育、损伤
后修复和重塑的过程中起着重要作用。其激活后可
主要通过自身增殖、分化，为成熟的骨骼肌细胞提供
足够的细胞核，从而起到骨骼肌组织再生，修复已经
损伤骨骼肌的功能
［11 － 12］。因此，探索体外培养条件下
骨骼肌卫星细胞的增殖与分化方法，并为后续进行增
殖与分化的具体机制研究提供适宜的数据参数，对促
进骨骼肌研究微观化具有促进作用。本研究从骨骼
肌内的干细胞—骨骼肌卫星细胞出发，努力探寻诱导
骨骼肌卫星细胞适宜的增殖、分化条件，为将来应用
于临床，即骨骼肌运动性损伤后以适宜条件刺激骨骼
肌组织，帮助骨骼肌卫星细胞增殖、分化，从而达到以
新生的骨骼肌细胞修复损伤组织的目的。
电刺激作为一种对骨骼肌细胞有效的刺激手段
得到了广泛的应用和研究，但在电刺激干预体外培养
条件下骨骼肌卫星细胞从静息到激活、增殖、分化和
融合过程中的影响及具体分子调控机制尚处起步阶
段。本研究为体外培养骨骼肌卫星细胞进行电刺激
实验研究细胞增殖提供了适宜的电压、频率、刺激时
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间和脉冲时间条件，也为电刺激条件下研究细胞分化
提供了具体的参考数值。这为后续进行骨骼肌卫星
细胞增殖与分化具体机制探索打下基础，必将有助于
促进相关领域研究的进一步发展。值得注意的是，在
本研究中只观察到适宜条件的电刺激能有效促进细
胞分化，下一步需要继续探索明确电刺激处理后细胞
内信号途径变化的具体分子机制，检测相关蛋白是如
何被激活且激活后具体细胞因子增加和活化细胞内
信号，以期针对其保护机制对临床各类骨骼肌损伤相
关疾病进行干预，为这些临床防治和康复工作提供新
的思路和方法。另外，体内与体外对刺激的反应有着
不同的生理过程，利用体外实验所得的实验结果，不
一定能真实地反映体内骨骼肌卫星细胞的确切机制，
尚需更多活体研究支持。
4 结 论
电刺激体外培养骨骼肌卫星细胞(C2C12 ) 进行模
拟收缩实验时，电压、频率、刺激时间和脉冲时间等条
件均需认真选择:电压≤10 V、频率≤5. 0 Hz、刺激时
间≤150 min、2 ms≤脉冲时间≤4 ms 为宜。
适宜的电刺激能够促进 C2C12 细胞的分化，分别
确定最适电压为 5 V、脉冲时间为 2 ms，频率为 1 Hz、
刺激时间 180 min。
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